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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduag¢ao em Engenharia de Produgao
Universidade Federal de Santa Maria

EFEITO DE BLOQUEADORES MEIOTICOS NA MATURACAOE ULTRA-
ESTRUTURA DE OOCITOS E SUA CONSEQUENCIA NA PRODUGAO DE
EMBRIOES IN VITRO

AUTOR: LUCIANO RICARDO SANDRI
ORIENTADOR: JOAO FRANCISCO OLIVEIRA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 29 de junho de 2007.

O objetivo desse trabalho foi testar o efeito do Cordicepim (CY), um bloqueador da tradugdo do RNAm,
na maturagdo citoplasmatica do o6cito bovino juntamente a um fator de crescimento (IGF-I), associado ou
ndo ao Roscovitina (Ros), um bloqueador do fator promotor da mitose. Doze horas em cultivo com CY
seguidos de 18 ou 24 horas de maturagdo foi suficente para que 80% dos odcitos, em média, atingissem
metafase II. A producdo de blastocisto apos 12 horas de cultivo em meio com CY seguido de 18 horas
(32,3%) de cultivo livre de inibicdo ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao grupo controle
(39,6%; P>0,05). Um efeito negativo do Ros na produgdo de blastocistos foi observado quando ndo
associado ao CY (16,7% e 49% de blastocistos, respectivamente). A diminui¢do na concentragdo de CY e
Ros, quando associados, causou uma queda na producdo de blastocisto (8,3% e 36,4% de blastocistos,
respectivamente). Utilizando técnica de microscopia eletronica de transmissado foi possivel observar que o
cultivo por 12 horas em CY manteve o oocito com algumas caracteristicas de imaturo, porém com
acumulo e atividades de algumas organelas caracteristico de odcito maturo. Em conclusdo, a exposicdo
temporaria de odcitos bovinos ao CY associado ao IGF-I, durante a maturacdo in vitro, permite um
aumento no tempo de cultivo, sem afetar a ultra-estrutura citoplasmatica do odcito e sem afetar os indices
de desenvolvimento embriondario, associado ao Roscovitina ou néo.

Palavras-chaves: Cordicepim, IGF-I, Roscovitina, oocito bovino.



ABSTRACT

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduagao em Engenharia de Produgao
Universidade Federal de Santa Maria

EFFECT OF MEIOTIC INHIBITION ON BOVINE OOCYTE MATURATION AND
ULTRASTRUCTURAL CITOPLASMATIC REORGANIZATION AND ITS
CONSEQUENCE ON BOVINE EMBRYO PRODUCTION IN VITRO

AUTOR: LUCIANO RICARDO SANDRI
ORIENTADOR: JOAO FRANCISCO OLIVEIRA
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 29 de junho de 2007.

The aim of this study was test the effect of Cordicepim (CY), an inhibitor of mRNA translation, associate
with growth factor (IGF-I), in the presence or absence of Roscovitina (Ros), a mitogen promoting factor
blocker. Twelve hours in culture media with CY plus 18 or 24 hours of maturation resulted in an average
of 80% of oocytes reaching metaphase II. The blastocyst yield after 12 hours culture media with CY plus
18 hours of maturation without inhibition (32.3%) was similar (P>0.05) to the control group (39.6%). A
negative effect of Ros on blastocyst yield was observed when not associated to CY, (16.7% in Ros vs 49%
in control group). When the concentration of Ros associated with CY was reduced, the blastocyst yield
was lower (8.3%) compared with the control group (36.4%). Transmission electron microscopy evaluation
showed characteristics like a mature oocyte but also some characteristics of immature oocyte after 12
hours of inhibition. In conclusion, the temporary exposure of bovine oocytes to CY associated with IGF-I
during in vitro maturation allowed an increase in culture time with no effect on cytoplasm ultra-structure
and blastocyst yield, associated or not with Roscovitina.

Keywords:Cordicepim, IGF-I, Roscovitina, bovine oocyte.
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1. INTRODUCAO

A produgdo in vitro de embrides (PIV) ja atinge hoje uma escala apreciavel de utilizacao,
sendo o Brasil um pais de destaque nessa area. Atualmente o aperfeicoamento dessa técnica tem
se concentrado principalmente na otimizagdo das condi¢des de meios usados para a maturacao de
odcitos in vitro. Além do aprimoramento dos meios basicos usados, diferentes substancias vém
sendo testadas para avaliar a sua agdo no odcito e na producao de embrides in vitro (HERRLER,
1992; HUSSEIN, 2006; SIRARD, 1998). Resultados positivos foram obtidos, por exemplo, com
a adicao de IGF-I, com ag¢ao benéfica sobre o crescimento, diferenciacdo celular e efeito anti-
apoptotico durante o desenvolvimento embrionario in vitro (DAUGHADAY & ROTWEIN,
1989; STEFANELLO, 2006). No entanto, a maioria dessas substancias ndo apresenta nenhum
efeito ou atuam negativamente sobre o oocito (ADONA & LEAL, 2004; DODE & ADONA,
2001; LONERGAN, 1997, LONERGAN, 2000). Esse fato se deve, provavelmente, a uma
incompleta maturagdo citoplasmatica do odcito, refletindo na capacidade do subseqiiente
desenvolvimento embrionario (BLONDIN, 1997). In vivo, a capacitacdo do od6cito comega apds
0 seu crescimento maximo, quando atinge aproximadamente o tamanho de 130 um. Nesse
estadio, observa-se um crescimento e acimulo de organelas citoplasmaticas, que irdo se
reorganizar apos o pico pré-ovulatorio do hormoénio luteinizante (LH; HYTTEL, 1997). Durante
essa fase, ocorre a transcricdo de pools de RNAm que serdo usados pelo zigoto até o estadio de 8
células, momento em que ocorre a ativagao do genoma embrionario (SIRARD, 2006).

A transcri¢dao inicia com a ligacdo da polimerase II ao DNA em um sitio especifico,
abrindo a fita dupla. Para essa ligagdo sao importantes enzimas como, poli-a polimerase (PAP)
nuclear, cleavage polyadenylation stimulation factor (CPSF), cleavage stimulation factor (CstF)

além da polimerase II. Essas enzimas se organizam em um complexo no inicio da transcrigao
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para a formagdo da poli-a, um conjunto de bases (especificamente adenosinas) conhecido como a
cauda do RNAm (COLGAN & MANLEY, 1997; VASSALLI & STUTZ, 1995). Essa cauda tem
o papel de estabilidade, ou seja, quando a mesma ¢ aumentada pela PAP citoplasmatica, o RNAm
¢ traduzido (LEQUARRE, 2004). O Cordicepim (CY) é um analogo sintético da adenosina, com
a falta de um grupamento hidroxila em sua estrutura (JAGGER, 1960). A falta desse grupamento
o torna um bloqueador da tradu¢do do RNAm, uma vez que o processo de elongacdo da cauda
poli-a ¢ interrompido por ndo haver uma conjuga¢ao entre o inibidor e a préxima base.

Alguns fatores importantes no reinicio da meiose seguem esse padrao de tradugdo, dentre
eles a Mos que regula a acdo de algumas fosfatases como ERK1, ERK2 e MEK. Essas enzimas
sdo responsaveis pelo controle da proteina quinase ativadora da fase mitética (MAPK), que esta
relacionada com a manuten¢do do MPF, formacdo do fuso ¢ manutengdo da metafase I (MII;
HURK & ZHAO, 2005). Outro fator, a Ciclina B2, também segue o mesmo padrio, ndo sendo
esse o unico caminho de tradugdo para todos os fatores envolvidos no reinicio da meiose. Essa
ciclina ¢ precursora do MPF (pré-MPF; BIN, 1997), importante para que o 0oocito que se encontra
em vesicula germinativa (VG) progrida até MII e atinja a maturagdo nuclear. Além de sua
ativacao ocorrer sincrona com a quebra da VG (RVG), a sua forma ativa ¢ responsavel pela
fosforilacdo de proteinas responsaveis pela formacdo do envoltorio nuclear, condensagdo do
material genético e organizacdo citoesquelética (FISSORE, 1996). A Roscovitina (Ros) é um
inibidor especifico de ciclinas dependentes de quinases, o que o torna um eficiente bloqueador da
retomada meiodtica em odcitos bovinos, com 90% de eficiéncia (WOUDENBERG, 2006). Porém
o seu uso isolado ndo teve efeito positivo na maturagdo oocitaria (ADONA & LEAL, 2004).

Baseado nesse conhecimento ¢ razoavel supor que a utilizagdo em conjunto de
bloqueadores da meiose, tais como CY e Ros, durante a maturagdo in vitro do odcito bovino,

favorega a maturacdo citoplasmatica e o conseqiiente desenvolvimento embrionario. O objetivo
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deste estudo foi avaliar o efeito do Cordicepim no bloqueio e reversibilidade meidtica, associado
ao estimulo do IGF-I, no desenvolvimento embriondrio e no rearranjo ultra-estrutural do

citoplasma durante a maturagao in vitro de dcitos bovinos, associado ou ndo ao Roscovitina.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Maturagao Nuclear de oodcitos bovinos

O gameta feminino ¢ uma célula diferenciada das demais, pois ¢ a partir da sua unido com
o0 espermatozoide que ocorrera o inicio de uma nova vida. Para poder desempenhar o seu papel, o
odcito deve passar por uma longa fase de desenvolvimento, sincronizando a maturagdo nuclear e
citoplasmatica (PICTON et al., 1998). Essa maturacdo comeca na fase fetal e pode levar meses
ou anos para a sua conclusdo (SIRARD, 2000). Durante esse tempo as principais ocorrencias sao
a colonizacdo do ovario, inicio e parada da meiose, aumento e maturagdo das organelas
citoplasmaticas e transcri¢ao e acimulo de RNAm (SIRARD et al., 2006).

Em um determinado periodo de desenvolvimento embrionario, células germinativas
primordiais migram do ectoderma embrionario, através de sinais hormonais, movimentos
amebodides e quimiotaxia (produzidos pelas células somaticas durante o percurso) do saco
germinativo a crista genital e, com alta atividade mitdtica comegam a sua colonizagao, chegando
a 2.700.000 oogonias com 110 dias de gestacdo em bovinos (ERICKSON, 1966). Para que essa
colonizagdo ocorra, € necessario a expressao de fatores de adesao, compactacdo e crescimento. A
diferenciagdo das células primordias em oogonias acontece no momento em que elas perdem a
sua motilidade, quando sdo circundadas pelas células somaticas oriundas do mesonefro e sofrem
uma ultima duplicacdo do DNA. Essa transformacao ocorre quando o cromosso X esta presente.
Outra diferenca ¢ o citoplasma claro, devido a pouca quantidade de organelas e uma alta
freqiiéncia de divisao mitotica (HURK et al., 2005). Na vaca, em torno dos 72-82 dias de
gestagdo, algumas oogonias ja iniciam a primeira profase meiodtica, passando entao pelos estadios

de leptoteno, zigdteno, paquiteno e diploteno, onde ocorre a primeira parada da meiose, também
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denominado estadio de dictioteno ou de vesicula germinativa (VG; RICHARDS, 1980). Durante
essa fase, a oogonia ¢ extremamente vulneravel devido a necessidade de grande quantidade de
proteinas reparadoras de DNA e varios outros fatores de alinhamento e recombinagdo do material
genético (MOTTA et al., 1997). Por isso existe uma grande baixa, aproximadamente 95%, no
estoque de células no transcorrer desse processo. Durante a fase de diploteno ou VG, ocorre a
recombinagdo do material genético da fémea com a do macho ¢ ja se tem um aumento das
organelas presentes no citoplasma sendo essa a transi¢cdo de oogonia para oocito (HURK et al.,
2005).

Existem duas maneiras para que o oocito continue a meiose até se tornar uma célula
haploide: a primeira ocorre in vivo no foliculo ovulatério apoés o pico de LH (hormodnio
luteinizante) e a segunda in vitro com a sua retirada de dentro do foliculo. Em ambos ocorre o
reinicio da meiose, com a dissolu¢do da membrana nuclear ¢ condensagdo da cromatina no
processo denominado de rompimento da vesicula germinativa (RVG), e a maturagdo nuclear
passa pelos estadios de metafase I (MI), anafase I (Al), telofase I (TI), profase 11 (PII) e progride
até a metafase II (MII), onde ocorre a segunda parada da meiose (GORDON, 1994). O tempo
requerido para a maturagao nuclear varia dependendo da espécie, no bovino, a RVG ocorre de 8-
12 horas, a MI de 12-15 horas, a Al e a TI de 15-18 horas e a PII, MII de 18-22 horas apos o pico
de LH ou apds a retirada do oocito do foliculo (SIRARD et al., 1989; WU et al., 1997). A
competéncia meidtica, ou seja, a habilidade do odcito para reiniciar a maturagdo nuclear é obtida
no final da fase de desenvolvimento. Em bovinos, os o6citos atingem a completa competéncia
meidtica com 110 um em foliculos com didmetro de 2-3 mm (FAIR et al., 1995).

O armazenamento de determinados RNAs e proteinas ¢ necessario para conferir a
competéncia ao odcito (SIRARD & COENEN, 1994). Ao final desta fase, a atividade de

transcri¢ao ¢ drasticamente diminuida e o o6cito ja é capaz de reiniciar a meiose e atingir a
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metafase II. Odcitos incompetentes sao deficientes em RNAm para o fator promotor da fase M
intracelular (MPF). Os od6citos reiniciam a primeira divisdo meidtica depois do estimulo
hormonal in vivo. Provavelmente, esse ¢ um sinal comum para ativar o MPF ¢ a MAP quinase
(MAPK - “mitogen-activate protein”) para a maturagdo dos odcitos nos mamiferos (DEKEL,
1996).

O MPF ¢ composto de dois componentes, a proteina p34cdc2 que controla a divisdao
celular (subunidade catalitica de 34 kD) e a proteina ciclina B1 (subunidade regulatoria de 45
kD). A atividade do MPF durante a maturacao do oocito ¢ feita através da unido entre a cdkl e
ciclina b2, o que forma o pré-MPF, que ¢ ativado quando as subunidades, da unidade catalitica,
treonina-14 e a tirosina-15 sdo desfosforiladas pela fosfatase da mesma familia, a cdc 25
(KUMAGAI & DUNPHY, 1992; MALLER, 1994). O MPF ativo condensa a cromatina, quebra a
vesicula germinativa e reorganiza o citoplasma para entrar na fase-M tanto da mitose quanto da
meiose (WU et al., 1997). Os odcitos em fase de crescimento t€m menores niveis de p34cdc2 e
ndo podem progredir da fase G2 para M, porém, no fim da fase de crescimento hd um grande
aumento na concentragdo ¢ na atividade da p34cdc2 para a aquisicdo da competéncia meiodtica
(CHESNEL & EPPIG, 1995; De VANTERY, 1996).

O MPF tem uma forte afinidade pela quinase da histona H1. Nos oocitos bovinos, essa
quinase tem menor atividade no estadio de vesicula germinativa e tem um aumento gradual até
atingir seu pico no estadio de MI. Depois desta fase, a atividade do MPF, medida através da
histona H1, tem uma diminui¢do significativa que coincide com a Al e a TI. Um maior aumento
da atividade do MPF ¢ observado na MII, que ¢ mantido por varias horas durante a maturagao do
odcito, diminuindo gradualmente depois de 30 horas da maturagdo do oocito (WU et al., 1997).

Em mamiferos, ha evidéncias de que alguns eventos que ocorrem durante a maturagao do

odcito sdo regulados pela MAP quinase, também chamada de ERK (“extracellular regulated
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kinase”). A familia da MAP quinase ¢ ativada em conseqiiéncia da fosforilacdo de uma tirosina e
uma treonina especificas durante a maturagao do odcito. Uma vez ativa, ela sera responsavel pela
fosforilagdo de varias proteinas citoplasmaticas e nuclares e pela manutengdo do estagio de MII
na segunda parada meiotica. A sua atividade é medida através da proteina basica da mielina, um
substrato adicional da enzima. No bovino, a MAP quinase ¢ ativada no estadio de RVG, e tem
sua atividade maxima em MI e permanece com alta atividade até a formagao dos pro-ntcleos
(NURSE, 1990; FISSORE et al., 1996). Esses achados sugerem que a MAP quinase pode estar
envolvida no processo de fecundacdo. Um ativador natural da MAP é um produto da proto-
oncogene c-mos (proteina Mos), uma serina/treonina quinase de 39 kD que atua na complexa
cascata das quinases, onde imediatamente antes da MAP quinase, estd a MAP quinase quinase
precedida da MAP quinase quinase quinase. A mos também estd envolvida na ativacdo do MPF,
fosforilacdo dos microtubulos e ¢ um componente indispensavel do fator citostatico, responsavel
pela manutengao da MII (FISSORE et al., 1996).

Hé evidéncias que a maturagdo de odcitos € dependente de hormodnios esterdides e de
sinais quimicos determinados por hormdnios protéicos e fatores de crescimento. Esses sinais
ativam receptores presentes na membrana citoplasmatica, estimulando a formagao intracelular de
segundos mensageiros (BERRIDGE, 1985), como o diacilglicerol, o inositol trifosfato (IP3) e
calcio, os quais por ativagdo de quinases e fosfatases estdo envolvidos na transmissdo do sinal da
membrana celular ao nicleo (BAE & CHANNING, 1985; KAUFMAN & HOMA, 1993).

O AMPc (monofosfato de adenosina ciclico) tem uma fun¢do inibitéria na maturacao
nuclear de odcitos de muitas espécies. No bovino, o AMPc induz uma inibi¢do transitéria do
RVG, mas ndo impede a progressdo até MI, evento esse correlacionado com a proteina quinase-A
(PK-A), a qual é dependente de AMPc (HOMA, 1988; SIRARD, 1990). No entanto, substancias

que ativam a proteina quinase-C (PK-C) estimulam o reinicio da meiose; enquanto que, as que
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inibem esta proteina atrasam a maturagdo nuclear. Do mesmo modo que nas quinases, varias
substancias que atuam sobre as fosfatases podem inibir ou estimular o reinicio da meiose

(SIRARD et al., 2001).

2.2. Maturagao Citoplasmatica de o6citos bovinos

Para que o odcito tenha plena capacidade de desenvolver-se em embrido é necessario
aumentar seu tamanho, acumular RNAm e energia, distribuir e aumentar suas organelas e
sincronizar tudo isso ao reinicio da meiose (HYTTEL et al., 1997). A maturagdo nuclear, taxas de
fecundagdo e clivagem de oocitos maturados in vitro ndo diferem significativamente daqueles
maturados in vivo. No entanto, a diferenga na quantidade de embrides produzidos entre os dois €
bem significativa, provavelmente devido a grande diferenca existente entre a maturacdo
citoplasmatica entre os dois (LEIBFRIED et a., 1987; RIZOS et al., 2002).

Ap6s cessada a fase de intensa mitose, o odcito perde qualquer comunicacdo intercelular
existente e € aprisionado por células somaticas, futuras células da granulosa, formando o foliculo
primordial (HURK et al., 2005). Durante meses ou anos ele fica em forma de dorméncia ou
queiscéncia, até receber sinais para iniciar o seu desenvolvimento, nesse momento o odcito
possui em torno de 30 um (PICTON et al., 1998). O nucleo do odcito ¢ rodeado pelas
mitocondrias, reticulo endoplasmatico rugoso e um pequeno complexo de Golgi, sendo possivel a
visualizacdo dos nucléolos, os quais tém um importante papel na sintese de RNA. Quando duas
ou mais camadas da granulosa se desenvolvem o foliculo secundario ¢ formado, nesse estadio o
odcito entra em fase de crescimento extensivo. Uma grande organizagdo citoplasmatica ocorre
através da producdo de novos genes e organelas, assim como a redistribuicdo e modifica¢ao das

existentes (VAN WEZEL & RODGERS, 1996). Durante o crescimento organelas como o

complexo de Golgi comega a secretar granulos corticais e proteinas da zona pelicida. Diferente
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da zp2 e zp3, a zpl comega a ser transcrita no foliculo primario e tem a fungdo de ponte entre as
outras duas. Ja as duas primeiras tém fungdes de reacdo de acrossoma e bloqueio da polispermia
(mamiferos; HYTTEL et al., 1997). Juntamente com um grande aumento na transcricdo de
RNAm e producdo de proteinas, o nimero de ribossomos, mitocondrias e outras organelas
aumenta enormemente. Ocorre também um grande acimulo de granulos de glicogénio, gotas
lipidicas e granulos corticais. Muitas dessas organelas sofrem transformagdes ¢ migram para a
periferia do odcito durante os momentos finais da maturagao (FAIR et al., 1996; SIRARD et al.,
2006).

Quando os odcitos reiniciam a meiose durante a maturagdo, tanto in vivo como in vitro, a
habilidade de produzir proteinas niao ¢ afetada, porém, ele perde a capacidade de transcrever
(FOULADI NASHTA, 1998; BLONDIN & SIRARD, 1995), somente sendo restabelecida apds a
ativacdo do genoma embriondrio, durante uma fase chamada de “transicdo materno-zigotica”
(MZT), que no bovino ocorre no quarto ciclo celular entre os estadios de 8 a 16 células
(BREVINI et al., 2002).

O odcito ¢ responsavel por conter as instrucdes necessarias para dirigir as primeiras
divisdes zigdticas e a ativagdo do genoma embrionario (BREVINI GANDOLFI & GANDOLFI,
2001). Antes da ativagdo do genoma do embrido, o desenvolvimento embrionario ¢ suportado por
RNAs e proteinas maternas, sintetizados durante a oogénese. No odcito, ao contrario do que
ocorre com qualquer célula somadtica, o intervalo entre a sintese e a utilizacgdo do RNA e
moléculas protéicas pode ser de até varias semanas, ocorrendo o armazenamento dessas
moléculas em uma forma quiescente para o seu emprego no tempo certo ao longo da maturagao
do odcito e desenvolvimento embriondrio inicial (PICTON et al., 1998). A eficiéncia de tal
armazenamento, assim como a reativa¢do oportuna das moléculas armazenadas determina a

qualidade do odcito e a sua competéncia para o desenvolvimento embrionario.
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O processo de armazenamento e reativagao ¢ feito pela poli(A), encontrada na regido nao
traduzivel final 3° de quase todo RNAm. A poli(A) ¢ incorporada durante a transcri¢do nuclear,
através de enzimas como a Cleavage/Polyadenylation Specificity Factor (CPSF), Cleavage
Stimulation Factor (CstF) e Poli(A) polimerase (PAP). Ao se ligar em uma regido especifica para
o inicio da transcri¢do, conhecida como promotor, a RNA polimerase II (pol-1I) desenrola a fita
dupla para comegar a formar o RNA. J& no inicio desse processo, a CPSF, CstF e a PAP se ligam
a poli-1II, tendo como principal papel reconhecer a seqiiéncia sinal para a montagem, o tamanho e
a forca da poli(A). A CPSF reconhece as seqiiéncias, (AAUAAA upstream ao sitio de clivagem e
a regido rica em GU downstream), porém sozinha ndo tem uma ligacdo muito estavel, tendo
como auxilio para essa ligacdo a CstF, a qual aumenta essa forca e faz uma ponte com a poli-II. A
enzima responsavel pela montagem da poli(A) é a PAP, sendo ajudada pelas outras duas
(COLGAN & MANLEY, 1997; SEBASTIA & KELLER, 1999). Ap6s a fase de elongacdo, a
poli-II desliga-se da fita dupla e o RNA recém formado receberd os ajustes finais. No caso do
RNAm a regido final 3’ precisa ser clivada e a poli(A) adicionada. O tamanho ¢ forca de ligagao
da poli(A) e o local preciso para o ataque das endonucleases ¢ determinado pelas seqiiéncias
AAUAAA, a regido rica em GU e a distancia entre elas (JOHNSTON, 1995). Ao final do
processo, 0 RNAm ¢ levado ao citoplasma onde serd armazenado até elongacao da poli(A) e a
conseqiiente tradug¢do. A enzima que reconhece o sinal para que ocorra um aumento na cauda
poli(A) ¢ a PAP. Essa se liga ao RNAm aumentando o comprimento da cauda sendo o sinal
necessario para que ocorra a tradu¢ao (BRATU et al., 2003).

As modificagdes principais observadas durante a fase de desenvolvimento do odcito sdo
a) as formacdes das jungdes intercomunicantes entre o odcito e suas células somaticas
circundantes, b) desenvolvimento e deslocamento do complexo de Golgi para a periferia do

odcito, ¢) desenvolvimento do reticulo endoplasmatico liso e das gotas lipidicas, d) formagao dos
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granulos corticais e zona pelucida, e) diferenciacdo da mitocondria, f) quebra dos centriolos, g)
transcri¢ao e prote¢do dos RNAm (&cido ribonucleico mensageiro) maternos para a sintese de
proteina do oocito, das células somaticas e do desenvolvimento embriondrio precoce (FAIR et al.,
1996; HYTTEL et al., 1997).

Os fatores citoplasmaticos que originam durante o desenvolvimento e maturagcdo dos
odcitos sdo essenciais para a capacidade de desenvolvimento, aquisi¢ao da competéncia meidtica,
fecundagdo e desenvolvimento embrionario. Os odcitos com uma maturagdo nuclear normal, em
tempo regular, mas que possuem uma assincronia entre a maturagdo citoplasmadica e a nuclear,
ndo serdo fecundados ou nio irdo ter um desenvolvimento embriondrio (BLONDIN & SIRARD,
1995; BEVERS et al., 1997). H4 uma significativa mudanca na sintese protéica detectavel apos o
pico de LH, que ¢ observada simultaneamente com a reorganizacao das organelas citoplasmaticas
durante a maturag@o do odcito (CRAN, 1989; MOTLIK & KUBELKA, 1990).

No decorrer do remodelamento do citoplasma, a maioria das organelas migra para o
centro da célula. As mitocondrias e o complexo de Golgi localizavam-se perifericamente no
odcito imaturo, porém ap6s a maturagao as mitocondrias estdo distribuidas mais centralmente na
superficie do ooplasma e o complexo de Golgi diminui o seu desenvolvimento simultaneamente
com o agrupamento do reticulo endoplasmatico liso. Entretanto, os granulos corticais associados
com um segmento do reticulo endoplasmatico liso, permanecem préximo a periferia da célula. Ha
um aumento no nimero dos granulos corticais depois do pico de LH (HYTTEL et al., 1989). O
numero de granulos corticais no cortex ¢ significativamente maior nos odcitos apoés o RVG que
aqueles observados nos odcitos com a vesicula germinativa intacta.

A comunicagdo entre as células do cumulus e o oobcito ¢ através das jungdes
intercomunicantes. As células somaticas processam um canal através da zona pelicida para troca

de substancias com o citosol do o6cito. Apds o pico de LH, ha uma evidente diminui¢ao do fluxo
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de substancias das células da granulosa para o oocito e ocorrem mudancas morfologicas nessas

jungdes (BEVERS et al., 1997).

2.3. Fatores de Crescimento

O desenvolvimento folicular e por conseqiiente o do odcito nele contido, envolve
complexas cascatas de ativacdo e inibi¢do de enzimas, hormonios e fatores de crescimento.
Apesar de ndo estar totalmente compreendido, sabe-se que os fatores de crescimento sdo
indispensaveis para que ele ocorra, como o fator de crescimento epidermal (EGF), fator de
crescimento e diferenciagdo 9 (GDF-9), proteina morfogenética dssea 15 (BMP 15) e o fator-I de
crescimento semelhante a insulina (IGF-I) além de outros (RIEGER et al., 1998;. HUSSEIN et
al., 2006; HERRLER et al.; 1992; LONERGAN et al., 1996).

O IGF-I ¢ um peptideo de 70 aminoécidos, estruturalmente relacionado a insulina e
conhecido por sua habilidade de promover crescimento e diferenciagdo celular. Embora
tradicionalmente visto como um produto hepatico, o IGF-I pode ser sintetizado em varios outros
tecidos (DAUGHADAY & ROTWEIN, 1989). A agdo do IGF-I ¢ controlada pelas insulin-like
growth factor binding proteins (IGFBP’s), ligando-se a esse fator. Sua familia possui no minimo
seis componentes de diferentes pesos moleculares (IGFBP’s 1-6). As de menor peso molecular
parecem estar envolvidas na atresia folicular e capacitacdo oocitaria, uma vez que além de atuar
nas células foliculares o IGF também atua no complexo cumulus oécito (GINTHER et al., 2004).
A expressao de seus receptores pode ser encontrada no odcito e embrides, ja a expressiao desse
hormonio ndo ocorre no odécito (LONERGAN et al., 2000; YASEEN et al., 2001). A sua
presenga ¢ importante durante a maturagdo do odcito in vVivo uma vez que ¢ encontrado em

foliculos pequenos (1-2 mm) até foliculos em final de crescimento (GINTHER et al., 2002) .
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Oocitos derivados de foliculos pré-antrais de camundongos, cultivados na presenga de IGF-I,
atingiram um maior indice de blastocisto ¢ um maior numero de células em comparagdo aqueles
embrides derivados de odcitos de foliculos pré-antrais cultivados sem IGF-I (DEMEESTERE et
al., 2004). Do mesmo modo, a adi¢cdo de IGF-I ao meio de maturagdo aumenta o niimero de
embrides que chegam ao estadio de blastocisto. Um efeito positivo do IGF-I no desenvolvimento
embrionario foi encontrado somente quando o IGF-I foi usado em co-cultivo de células da
granulosa (HERRLER et al., 1992) ou quando soro fetal bovino foi incluido no meio de cultivo
(PALMA et al., 1997). Entretanto, um efeito positivo do IGF-I foi encontrado quando o meio de
cultivo simples SOF foi utilizado ao invés do complexo TCM-199. MATSUI et al. (1997)
obtiveram um aumento na porcentagem de morulas de 34 para 40% ap6s a adigdo de IGF-I ao
meio SOF. Do mesmo modo, MOREIRA et al. (2002) e SIRISATHIEN et al. (2003)
conseguiram uma maior taxa de blastocistos adicionando IGF-I a esse mesmo meio de cultivo
embriondrio. Esse aumento se deve a um maior numero de células do trofoblasto, porém foi
demonstrado um aumento no nimero de células do embrioblasto (SIRISATHIEN et al., 2003). O
IGF-I possui um efeito anti-apoptético o que explica o maior numero celular no embrioblasto,
uma vez que a taxa de apoptose nesse tipo celular é elevada. Em o6citos bovinos, a presenca de
IGF-I no meio de maturagdo suplementado com BSA (albumina sérica bovina) acelera a
progressdo da meiose pelo possivel aumento nas atividades da histona HI e da MAP quinase
(MAPK) durante as fases iniciais da maturagdo nuclear (SAKAGUCHI et al., 2002), porém esse
mesmo efeito ndo foi observado quando o soro fetal bovino (SFB) estava presente no meio de
maturagdo (SAKAGUCHI et al., 2000). Estudos demonstram que o IGF-I é um fator importante
durante o crescimento e maturagdo do o6cito, o que explica uma maior qualidade e quantidade de

embrides.
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2.4. Bloqueadores da meiose

Inibidores do reinicio da meiose tém sido utilizados com o intuito de aumentar o tempo de
maturagdo citoplasmatica in vitro e consequentemente melhorar a capacitagdo dos oocitos durante
a MIV. Varios estudos vém sendo realizados com diferentes grupos de bloqueadores tais como,
os inibidores de fosfatases, da sintese protéica, da transcri¢do e tradu¢do do RNAm. Os inibidores
de fosfatases tais como Roscovitina e a butirolactona-I impedem a ativagdo da proteina p34cdc2 e
da MAPK e dessa forma n3o permitem o reinicio da meiose (KUBELKA et al., 2000;
LONERGAN et al., 2000; MERMILLOD et al., 2000; PONDERATO et al., 2002), ja a 6-
dimetil-aminopurina (6-DMAP) inibe as proteinas kinases serina/treonina (SAEKI, et al., 1997).
Esses produtos inibem de maneira efetiva o reinicio da meiose, entretanto ndo melhoram o
desenvolvimento embriondrio in vitro. A ciclohexamida, um inibidor da peptidil transferase,
impede a sintese de proteinas necessarias ao reinicio da meiose e apesar de manter o 0oocito no
estadio de VG ndo melhora a produgao in vitro de blastocistos (LONERGAN et al., 1998; SAEKI
et al., 1997). Inibidores da tradugdo e da transcricdo do RNAm tais como, Cordicepim ¢ o 5,6-
dicloro-1-B-d-ribofuranosilbenzimidazole (DBR), respectivamente, param o inicio da cascata
responsavel pelo reinicio da meiose (FARIN & YANG, 1994; KRISCHEK & MEINECKE,
2002).

O Cordicepim ¢ um analogo sintético da adenosina, produto do metabolismo de fungos,
mais precisamente da cepa Codyceps militares. O metaboélito dessa cepa vem sendo usado em
diversos ramos da pesquisa cientifica desde anti-fungico a antibi6tico, pois quando adicionado ao
meio de cultivo celular ele inibe a traducdo do RNAm (JAGGER et al., 1960; ALAN &
RONALD, 1998). Essa inibicdo ocorre devido a falta do grupo 3’-OH na estrutura do

Cordicepim, uma vez que a PAP reconhece o inibidor como uma adenosina e o integra ao final da
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regido 3’ nao traduzivel. Isso impede que mais adenosinas se liguem a essa porcao, evitando o
alongamento da cauda poli-(A) o que impede a tradu¢do do RNAm. O Cordicepim foi usado em
alguns trabalhos com cultivo celular, porém a maioria com células somaticas. O trabalho feito em
célula germinativa esta voltado para o estudo das quinases envolvidas no reinicio da meiose
(KRISCHEK & MEINECKE, 2002).

Outro bloqueador do inicio da meiose utilizado ¢ o Roscovitina, um inibidor especifico de
ciclinas dependentes de quinases. Ele compete pelo sitio de ligagdo de ATP na porgdo catalitica
do MPF a p34cdc2 (MEIJER et al, 1997). Esse produto ¢ amplamente usado em pesquisas que
vao de inibidor da replicacdo viral a bloqueador do reinicio da meiose. Varios trabalhos foram
feitos com esse inibidor na PIV, alguns deles com intuito de melhorar a maturagao citoplasmatica
do odcito através da inibicdo do reinicio da meiose, dessa maneira aumentando a taxa de
embrides produzidos, mas todos sem sucesso (BEVERS et al., 2006; PONDERATO et al., 2001;

MERMILLOD et al., 2000).
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Figura 1 — Diferenga entre as moléculas Adenosina (esquerda) e Cordicepim (direita) se deve
somente pela falta de uma hidroxila, indica no circulo.
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EFEITO DE BLOQUEADORES MEIOTICOS NA MATURACAO E ULTRA-ESTRUTURA

DE OOCITOS E SUA CONSEQUENCIA NA PRODUCAO DE EMBRIOES IN VITRO

Luciano Ricardo Sandri', Paulo Bayard Dias Gongalves®, Rogério Ferreira', Marcos Henrique

Barreta', Rodrigo Camponogara Bohrer’, Emily Borges®, Carolina Madeira Lucci®, Jo&o Francisco

de Olivera®

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi testar o efeito do Cordicepim (CY), um bloqueador da traducéo do
RNAm, na maturacdo citoplasmatica do odcito bovino juntamente a um fator de crescimento
(IGF-I), associado ou ndo ao Roscovitina (Ros), um bloqueador do fator promotor da mitose.
Doze horas em cultivo com CY seguidos de 18 ou 24 horas de maturacgéo foi suficente para que
80% dos odcitos, em média, atingissem metafase Il. A producao de blastocisto apds 12 horas de
cultivo em meio com CY seguido de 18 horas (32,3%) de cultivo livre de inibigdo ndo apresentou
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (39,6%; P>0,05). Um efeito negativo do
Ros na producéo de blastocistos foi observado quando néo associado ao CY (16,7% e 49% de
blastocistos, respectivamente). A diminui¢cdo na concentracdo de CY e Ros, quando associados,
causou uma queda na producdo de blastocisto (8,3% e 36,4% de blastocistos, respectivamente).
Utilizando técnica de microscopia eletronica de transmissao foi possivel observar que o cultivo

por 12 horas em CY manteve o o6cito com algumas caracteristicas de imaturo, porém com
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acumulo e atividades de algumas organelas caracteristico de odcito maturo. Em concluséo, a
exposicdo temporaria de odcitos bovinos ao CY associado ao IGF-1, durante a maturacéo in
vitro, permite um aumento no tempo de cultivo, sem afetar a ultra-estrutura citoplasmatica do
oocito e sem afetar os indices de desenvolvimento embrionario, associado ao Roscovitina ou
nao.

Palavras-chaves: Cordicepim, IGF-I, Roscovitina, o6cito bovino.
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1. INTRODUCAO

A produgdo in vitro de embrides (PIV) ja atinge hoje uma escala apreciavel de utilizacao,
sendo o Brasil um pais de destaque nessa area. Atualmente o aperfeicoamento dessa técnica tem
se concentrado principalmente na otimizac¢ao das condi¢des de meios usados para a maturagao de
odcitos in vitro. Além do aprimoramento dos meios basicos usados, diferentes substancias vém
sendo testadas para avaliar a sua acdo no o6cito e na produgdo de embrides in vitro (Herrler et al.
1992; Hussein et al. 2006; Sirard et al. 1998). Resultados positivos foram obtidos, por exemplo,
com a adi¢do de IGF-I, com agdo benéfica sobre o crescimento, diferenciagdo celular e efeito
anti-apoptotico durante o desenvolvimento embrionario in vitro (Daughaday and Rotwein 1989;
Stefanello et al. 2006). No entanto, a maioria dessas substancias ndo apresenta nenhum efeito ou
atuam negativamente sobre o oocito (Adona and Leal 2004; Dode and Adona 2001; Lonergan et
al. 2000; Lonergan et al. 1997). Esse fato se deve, provavelmente, a uma incompleta maturacao
citoplasmatica do odcito, refletindo na capacidade do subseqiiente desenvolvimento embrionario
(Blondin et al. 1997). In vivo, a capacitacdo do oocito comeca apds 0 seu crescimento maximo,
quando atinge aproximadamente o tamanho de 130 pum. Nesse estadio, observa-se um
crescimento e acumulo de organelas citoplasmaticas, que irdo se reorganizar apds o pico pré-
ovulatorio do hormonio luteinizante (LH; Hyttel et al. 1997). Durante essa fase, ocorre a
transcri¢ao de pools RNAm que serdo usados pelo zigoto até o estadio de 8 células, momento em
que ocorre a ativagdo do genoma embriondrio (Sirard et al. 2006).

A transcri¢do inicia com a ligagdo da polimerase II ao DNA em um sitio especifico,
abrindo a fita dupla. Para essa ligagdo sdo importantes enzimas como, poli-a polimerase (PAP)
nuclear, cleavage polyadenylation stimulation factor (CPSF), cleavage stimulation factor (CstF)
além da polimerase II. Essas enzimas se organizam em um complexo no inicio da transcrigao

para a formagdo da poli-a, um conjunto de bases (especificamente adenosinas) conhecido como a
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cauda do RNAm (Colgan and Manley 1997; Vassalli and Stutz 1995). Essa cauda tem o papel de
estabilidade, ou seja, quando a mesma ¢ aumentada pela PAP citoplasmatica, o0 RNAm ¢
traduzido (Lequarre et al. 2004). O Cordicepim (CY) ¢ um anélogo sintético da adenosina, com a
falta de um grupamento hidroxila em sua estrutura (Jagger 1961). A falta desse grupamento o
torna um bloqueador da tradu¢do do RNAm, uma vez que o processo de elongagdo da cauda poli-
a ¢ interrompido por ndo haver uma conjugagao entre o inibidor e a proxima base.

Alguns fatores importantes no reinicio da meiose seguem esse padrao de tradugdo, dentre
eles a Mos que regula a acdo de algumas fosfatases como ERK1, ERK2 e MEK. Essas enzimas
sdo responsaveis pelo controle da proteina quinase ativadora da fase mitdtica (MAPK), que esta
relacionada com a manuten¢do do MPF, formacao do fuso e manutengdo da metafase I (MII;Van
Den Hurk and Zhao 2005). Outro fator, a Ciclina B2, também segue o mesmo padrdo, ndo sendo
esse o unico caminho de tradugdo para todos os fatores envolvidos no reinicio da meiose. Essa
ciclina ¢ precursora do MPF (pré-MPF;Wu et al. 1997), importante para que o od6cito que se
encontra em vesicula germinativa (VG) progrida até MII e atinja a maturagdo nuclear. Além de
sua ativagao ocorrer sincrona com a quebra da VG (RVG), a sua forma ativa ¢ responsavel pela
fosforilacdo de proteinas responsaveis pela formacdo do envoltorio nuclear, condensagdo do
material genético e organizagdo citoesquelética (Fissore et al. 1996). O Roscovitina (Ros) ¢ um
inibidor especifico de ciclinas dependentes de quinases, o que o torna um eficiente bloqueador da
retomada meidtica em oocitos bovinos, com 90% de eficiéncia (Beker-van Woudenberg et al.
2006). Porém o seu uso isolado nao teve efeito positivo na maturacdo oocitaria (Adona and Leal
2004).

Baseado nesse conhecimento ¢ razoavel supor que a utilizagdo em conjunto de
bloqueadores da meiose, tais como CY e Ros, durante a maturagdo in vitro do odcito bovino,

favorega a maturacdo citoplasmatica e o conseqiiente desenvolvimento embrionario. O objetivo
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deste estudo foi avaliar o efeito do Cordicepim no bloqueio e reversibilidade meidtica, associado
ao estimulo do IGF-I, no desenvolvimento embriondrio e no rearranjo ultra-estrutural do

citoplasma durante a maturagao in vitro de dcitos bovinos, associado ou ndo ao Roscovitina.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Coleta e maturagao dos odcitos

Ovarios bovinos em diferentes fases do ciclo estral foram obtidos em frigorifico e
transportados ao laboratério em solucdo de NaCl a 0,9% contendo penicilina (100 Ul/mL;) e
estreptomicina (50 pg/mL; Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA) a uma temperatura
de 30 °C. O intervalo maximo entre a coleta dos ovarios e o inicio da pun¢ao dos foliculos foi de
quatro horas. No laboratoério, os complexos cumulus-oo6citos (CCOs) foram aspirados de foliculos
entre 3-8mm de diametro, em tubos contendo CY e/ou Ros com concentragdes 10 vezes maior
(diluidos em 1 ml de TCM-199) pois ao final da pungdo a quantidade de liquido folicular no
interior dos tubos era de 10 ml. Ao final da pungdo as concentragdes dos produtos eram as
mesmas das placas de cultivo, os produtos eram adicionados aos tubos de punc¢do conforme
realizacdo de cada experimento . Apo6s sedimentagdo, os CCOs foram localizados usando um
estereomicroscopio e selecionados conforme a classificacdo descrita por Leibfried and First
(1979). Apos a selecio os CCOs foram transferidos para uma placa contendo TCM 199
adicionado de CY na concentra¢do de 79,6 nM/ml (20 ug/ml), IGF-I (10 ng/ml) e/ou Ros (25
uM/ml), os produtos eram usados conforme o delineamento de cada experimento e com excecao
do quinto Experimento onde foram testadas diferentes concentragdes, os demais Experimentos
foram realizados conforme as concentragdes descritas. As concentra¢des de IGF-I e Roscovitina

usadas foram retiradas da literatura (Beker-van Woudenberg et al. 2006; Stefanello et al. 20006),
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enquanto a do CY foi obtida através da realizacdo de pré-experimentos realizados em nosso
laboratorio.

O meio de maturagao utilizado foi o TCM 199 com sais de Earle e L-glutamina (Gibco),
suplementado com 25 mM de Hepes (Sigma), 0.2 mM de acido piravico (Sigma), 2.2 mg/ml de
bicarbonato de sodio (Sigma), 100 Ul/ml de penicilina e 50 ug/ml de estreptomicina. Os oocitos
foram cultivados em estufa com umidade e temperatura controladas em 5% de CO, a 39°C.
Todos os experimentos usaram o mesmo meio de maturacdo basico, sendo adicionados

componentes especificos de acordo com o delineamento de cada experimento.

2.2. Preparagdo espermatica e fecundagao in vitro (FIV)

Apobs a maturagdo, os odcitos foram transferidos para o meio de fecundaciao Fert-TALP
contendo 10 ug/mL de heparina (Sigma), 100 Ul/ml de penicilina e 50 pg/ml de estreptomicina e
PHE (penicilamina, hipotaurina e epinefrina). A preparagdo espermatica foi obtida de um mesmo
pool de sémen congelado, de partidas Unicas e previamente testadas, proveniente de dois touros
das ragas Jersey e Holandesa. A separacdo espermadtica foi realizada através do gradiente de
Percoll (Amersham Biosciences AB, Uppsala, Sweden), em duas concentragdes diferentes, uma
de 45% e outra de 90% para posterior centrifugagdo dos espermatozoides. Depois de separados e
ajustada a concentracdo para 2x10°, os espermatozéides foram transferidos para a placa contendo

0s oocitos e mantidos em co-cultivo de 18 horas na mesma estufa usada para a maturagao.

2.3. Cultivo Embrionéario
Apo6s a fecundacdo in vitro (18 horas), as estruturas foram transferidas para um micro
tubo de centrifuga para separagdo das células do cumulus através do vortex. Na seqiiéncia, foram

lavados e transferidos para cultivo em 200 pL de meio SOF (fluido de oviduto sintético)
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suplementado com 10% de SFB (Gibco), 105 pg/mL de glicina (Sigma), 35 pg/mL de L-alanina
(Sigma), 146 pg/mL de L-glutamina (Sigma), 10 pL/mL de aminoacidos ndo essenciais 100x
(Sigma) e 20 uL/mL de aminoacidos essenciais 50x (Sigma). As estruturas foram cultivadas em
estufa a uma temperatura de 39°C e atmosfera de 5% de CO,, 5% de O, e 90% de N, em umidade

saturada por nove dias.

2.2. Experimento 1

Para determinar o melhor tempo de permanéncia em meio de maturacdo com CY (20
ng/ml), os oocitos foram distribuidos em cinco tratamentos, a saber: tratamento 12CY, 12 horas
no meio com CY; 24CY, 24 horas no meio com CY; 12CY+12M, 12 horas no meio com CY com
transferéncia pra uma nova gota com meio sem CY onde foi cultivado por mais 12 horas;
12CY+24M, 12 horas no meio com CY com transferéncia para uma nova gota com meio sem CY
onde foi cultivado por mais 24 horas; 24CY+24M, semelhante ao 24CY, porém com
permanéncia de mais 24 horas no meio de maturagdo sem CY e grupo controle, 24 horas no meio
de maturagdo. Apds o tempo de permanéncia no meio, os odcitos foram tratados com
hialunoridase 10% (p/v) e as células do cumulus removidas através de vortex por 8 minutos. Na
seqiiéncia, os oodcitos foram fixados em acido acético/metanol (1:3), por 12 horas e depois
corados com LACMOID 60% (SIGMA L-7512). A maturagdo nuclear foi determinada por

microscopia de contraste de fase.

2.3. Experimento 2
Baseado nos resultados do Experimento 1 ¢ com o propdsito de determinar o menor
tempo de permanéncia nos meios de maturagdo sem CY, odcitos foram divididos em dois

tratamentos ¢ um grupo controle: Os odcitos foram cultivados por 12 horas no meio com CY ¢
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mais 18 horas em meio sem CY; cultivo de 12 horas no CY mais 24 horas de maturagao; e

controle, 24 horas de maturagao em meio sem CY.

2.4. Experimento 3

Para verificar o efeito do bloqueio da tradu¢do do RNAm nos o6citos durante a maturagao
e a acdo de um fator de crescimento, foi adicionado ao meio CY e IGF-I. Os od6citos foram
mantidos por 12 horas em meio de maturagdo com CY e IGF-1, em seguida, transferidos para
meio sem a presenga dos dois fatores e maturados por 18 ou 24 horas. Um terceiro grupo, onde a
maturagao foi feita por apenas 24 horas, foi utilizado como controle. Apods o cultivo foi realizada
a fecundagdo e avaliado o desenvolvimento embriondrio através da taxa de blastocisto obtida em

cada tratamento e grupo controle.

2.5. Experimento 4

Para potencializar a inibicdo da retomada meidtica e testar o seu efeito na maturagdo
citoplasmatica do oocito bovino foi adicionado Ros (25 pM/ml) ou Ros associado a 20 pg/ml de
CY ao meio com IGF-I (10 ng/ml). O Ros foi diluido em DMSO 1:500 na solucdo final. Os
odcitos foram mantidos em meio com um dos inibidores por 12 horas e depois transferidos para
meio de maturacdo sem inibidor por mais 18 horas. Em um terceiro tratamento foi adicionado
apenas DMSO (25 uM/ml; veiculo usado para diluicdo do Roscovitina) com a finalidade de
avaliar um possivel efeito toxico desse produto sobre o odcito. Adicionalmente um grupo
controle foi submetido a maturagao de 24 horas sem nenhum inibidor adicionado ao meio. Foram
avaliadas as taxas de clivagem e blastocisto, porém as taxas de blastocistos foram obtidas tanto

pela divisdo de embrides por odcitos ou por clivados.
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2.6. Experimento 5

Ap6s analisados os dados do Experimento 4, foi delineado este experimento para verificar
se a associagdo de CY e Ros potencializaria a acdo no bloqueio meidtico e permitiria uma
reducdo na concentracao desses produtos para se obter uma maior viabilidade oocitaria, um maior
indice de blastocisto. Com o mesmo delineamento dos Experimentos 3 e 4, esse foi divido em 4
tratamentos ¢ um grupo controle. Os tratamentos foram divididos pelas diferencas entre as
concentragdes usadas de CY e Ros. Foi adicionado IGF-I em todos os tratamentos € ao grupo
controle. As concentragdes de CY e Ros foram as seguintes: Ros25/CY20 (25 pM/ml de Ros e 20
nug/ml de CY); Ros25/CY 10 [25 uM/ml de Ros € 39,8 nM/ml (10 pg/ml) de CY]; Ros12,5/CY20
(12,5 uM/ml de Ros e 20 pg/ml de CY); Ros12,5/CY10 (12,5 uM/ml de Ros e 10 pg/ml de CY),
sendo a concentracao de CY 79,6 nM/ml quando usados 20 pg/ml e 39,8 nM/ml quando usados

10 pg/ml. A avaliacdo foi realizada conforme descrito no Experimento 4.

2.7. Experimento 6

Com a finalidade de avaliar a agdo do CY na estrutura do odcito através da microscopia
eletronica de transmissdo (MET), foi usado a mesma metodologia do Experimento 3, onde os
odcitos foram cultivos com inibidor (CY) e IGF-I por 12 horas seguido de maturacao livre de
inibidores por 18 ou 24 horas. O grupo controle foi mantido por 24 horas em maturagdo no meio
contendo IGF-I. No grupo controle, o cultivo foi interrompido as 0, 12, 18 ¢ 24 horas. Para o
grupo com 30 horas de cultivo, ou seja, 12 horas em inibi¢ado mais 18 horas de maturagao foram
escolhidos os tempos 0, 12, 30 e para o grupo com 36 horas os tempos 0, 12 e¢ 36 horas. Os
odcitos foram fixados em solucdo contendo 2% de paraformaldeido, 2,5% de gluteraldeido e 0,1
M de tampao cacodilato soédico (pH 7,2), por 3 horas em temperatura ambiente. Apds a fixagao,

as amostras foram lavadas em tampao cacodilato e pos-fixadas em 1% de tetradxido de dsmio,
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0,8% ferracidine potassico, 5 mM CaCl, em tampdo cacodilato por 1 hora e, em seguida, lavados
em 0,5% de acetato de uranil interrompendo a reacdo. Logo apds, as amostras foram desidratadas
em acetona para serem embebidas em resina epdxi. Cortes semifinos (3 um) foram corados com
azul de toluidina, observados e fotografados sobre microscopio de luz. Cortes finos (70 pum)
foram contrastados com acetato de uranil e citrato de chumbo e analisados usando microscopio
eletronico de transmissdao JEOL JIM 1011 (JEOL, Toquio, Japao). Para fotografia foi usado o

software de microfotografia digital Gatan.

2.8. Analise Estatistica

As variaveis dependentes foram comparadas, nos diferentes grupos, utilizando um modelo
estatistico para dados categéricos (PROC CATMOD; SAS) e a comparagdo entre grupos foi
realizada por meio de contrastes. As variaveis dependentes foram maturagao nuclear (o6citos em
A/T e MII), clivagem e produgdo de blastocistos. Os dados foram representados na forma de

porcentagem e o nivel de significancia adotado foi de 5%.

3. RESULTADOS
3.1.Efeito do CY e IGF-I na maturagao

No Experimento 1, os oocitos foram classificados de acordo com a fase meidtica como
imaturos, Vesicula Germinativa (VG), Rompimento da Vesicula Germinativa (RVG) e Metafase
I (MI). Foram caracterizados como maturados os odcitos que atingiram Anafase/Telofase (A/T) e
Metafase 11 (MII). Para os odcitos cultivados por 12 horas em meio de maturagdo contendo CY
(tratamento 12CY), a taxa de VG foi de 36% enquanto a de RVG foi de 64%. O tratamento
24CY, apods 24 horas de inibi¢dao apresentou 72,5% de imaturos com 49,5% de RVG e 23% de

metafase I (MI), restando 27,5% de maturos dos quais 4,5% de anafase/telofase (A/T) e 23% de
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metafase 11 (MII). O 12CY+12M, com 24 horas de cultivo, teve 40% de imaturos, sendo 30% de
RVG e 10% de MI, com 60% de maturacdo distribuida em 45% de A/T e 15% de MIIL. No
12CY+24M, ap6s 36 horas de cultivo observou-se 10% em VG e 90% de odcitos maturados
sendo 30% A/T e 60% MII, e. No grupo 24CY+24M, observou-se 61% de imaturos, sendo 17%
de MI, 33% RVG ¢ 11% VG ¢ 39% de maturacgdo divididos em 33% de MII ¢ 6% em A/T e. No
grupo controle, os percentuais para cada fase foram de 60% de MII, 36% de A/T totalizando 90%
de maturacdo e 6% de imaturos em VG, RVG e MI. Quando comparado o percentual de
maturacdo ndo houve diferenga estatistica entre: controle vs 12CY+24M; 24CY vs 24CY+24M;
12CY+12M vs 24CY+24M. Ja os demais tratamentos apresentaram diferenca entre si € com o
grupo controle (Figura 2).

O segundo Experimento nao apresentou diferenga entre os tratamentos € o grupo controle.
O tratamento 18 horas apresentou 77% de oocitos maturados (44% de MII, 33% de A/T) e 23%
de imaturos (17% de RVG e 6% de MI); o tratamento 24 horas teve 64% de maturacio (22% de
MII e 44% de A/T) e 36% de imaturos (22% de RVG, 6% de VG e MI). O grupo controle atingiu

95% de maturados (58% de MII e 37% de A/T) e 5% de imaturos (5% RVG; figura 3).

3.2.Efeito do CY e IGF-I na produg¢ao de blastocistos.

No terceiro experimento foram usados dois tratamentos e um grupo controle. O
tratamento 12CY+18M teve 32,3% de blastocisto contra 25,5% do grupo 12CY+24M e 39,6% do
grupo controle. O grupo controle e o tratamento 12CY+24M apresentaram diferenca estatistica

(P<0,05) entre si, mas nenhum deles apresentou diferenga com o tratamento 12CY+18M (Figura

4).

3.3.Efeito do CY, Ros e IGF-I na produg¢ao de blastocisto.
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Divididos em trés tratamentos € um grupo controle, o Experimento 4 esta ilustrado na
tabela 1. A porcentagem de odcitos clivados apresentou diferenca entre; controle vs Ros+Cord e
DMSO vs Ros e Ros+CY (P<0,05). Quando a porcentagem de blastocisto foi calculada sobre o
numero de odcitos, as Unicas diferencas apresentadas foram o tratamento Ros com os demais e o
DMSO vs Rosct+Cord (P<0,05). Porém quando calculada sobre o numero de clivados o
tratamento Ros+CY ndo apresentou diferenca estatistica significativa (P>0,05) somente com o
grupo controle e este com o DMSO. J4 o tratamento Ros apresentou diferenga somente com o
DMSO (P>0,05).

No quinto Experimento, somente o grupo controle apresentou diferenga estatistica
(P<0,05) dos demais, quando calculada a porcentagem de oocitos clivados. Quando analisada a
produgdo de blastocisto calculada sobre o nimero de o6citos, o grupo controle ndo se diferenciou
somente do tratamento Ros25/CY20 e este apresentou diferenca com o Ros12,5/CY10 (P<0,05).
Nao houve diferenca do tratamento Ros12,5/CY10 com os outros dois grupos. Porém se
calculada sobre o numero de oocitos clivados, o grupo controle foi estatisticamente diferente
(P<0,05) do tratamento Ros12,5/CY 10, enquanto este Gltimo ndo apresentou diferenca (P<0,05)

com o Ros12,5/CY20.

3.4.Microscopia Eletronica de Transmissao.

Todos os oocitos processados foram analisados inicialmente em microscopia de luz (corte
semifino) e entdo submetidos ou ndo a MET. Somente os odcitos com citoplasma integro foram
submetidos a MET. As caracteristicas morfologicas dos odcitos foram avaliadas conforme
descrito por Hyttel et al. (1997). Na hora zero, tanto o grupo tratamento quanto o controle nao
apresentaram alteragdes na estrutura dos oocitos. As células do cumulus apresentaram-se

compactas, presenca de vesicula germinativa (VG) e espago perivitelinico pequeno. Mitocondrias
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de forma arredondada ou em forma de capuz, perifericamente no citoplasma, granulos da cortical
em grupos, na periferia do ovdcito. Reticulo endoplasmatico rugoso (RER) geralmente associado
a mitocondrias e vesiculas. Os o6cito estavam imaturos com a presenca de vesicula germinativa,
com tamanho maiores do que 110 um (Figura 5).

Na avalia¢do das 12 horas do tratamento os cortes semifinos ndo demonstraram nenhum
odcito com retragdo de citoplasma (Figura 8). Na MET as células do cumulus ainda se
apresentaram compactas com o espago perivitelinico pequeno e granulos da cortical em forma de
cacho. Mitocondrias periféricas, porém com algum pleomorfismo, RER abundante ¢ de forma
classica. Ja o grupo controle apds 12 horas de matura¢do apresentava 12,5% de o6citos com
retracdo de citoplasma ¢ na MET pequenas diferengas em relagdo aos tratamentos, tais como,
células do cumulus expandidas, espago perivitelinico médio. Mitocondrias em forma de capuz ou
pleomorficas, homogeneamente distribuidas no citoplasma. Associa¢do inicial de mitocondrias,
REL e vesiculas, dando ao citoplasma uma organizacdo com aspecto de teia/rede inicial.
Caracteristico de oo6cito com 12 horas de maturagdo (9-12 horas pds-pico LH; figura 6). As
caracteristicas apresentadas nas horas 18 e 24 do grupo controle foram semelhantes as de odcitos
com 18 e 34 horas pos-pico pré-ovulatério e ndo houve retragdo na avaliagdo dos semifinos
(Figura 8).

Com 30 horas de cultivo, 12,5% dos o6citos apresentaram retracao (Figura 8) e na MET
as células do cumulus ainda estavam compactas, sem a presenga de VG com aumento no espaco
perivitelinico. Mitocondrias distribuidas de forma mais homogénea pelo citoplasma, granulos da
cortical alinhados a membrana citoplasmatica. Associacdo de mitocondrias, reticulo
endoplasmatico liso (REL) e vesiculas, dando ao citoplasma uma organizagdo com aspecto de

teia/rede. As caracteristicas apresentadas nesse grupo se assemelhavam a de odcitos com 15 horas
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de maturagao pos-pico LH, porém as células do cumulus ainda se mantinham compactas (Figura
7).

Nos o6citos com 36 horas de cultivo, foram observados 40% de odcitos com retragao de
citoplasma (Figura 8) e na MET as células do cumulus estavam expandidas com a presenca de
corpusculo polar. Associagdo de mitocondrias, REL e vesiculas, dando ao citoplasma uma
organizagdo com aspecto de teia/rede. Compativel com 24 horas pés-pico LH, semelhante ao

observado nos oocitos do grupo controle com 24 horas de cultivo (Figura 7).

4. DISCUSSAO

Quando foi usado um bloqueador da tradugdo do RNAm juntamente com IGF-I por 12
horas, com subseqiiente maturacdo por mais 18 horas livre desses agentes a producdao de
embrides, maturacdo in vitro e a ultra-estrutura do o6cito bovino nido foram afetadas mesmo
havendo um aumento no tempo de cultivo (30 horas no total). Porém, quando aumentado o tempo
de maturagdo em 24 horas, ocorreram mudangas no citoplasma, pois 40% dos odcitos desse
tratamento sofreram retragdo citoplasmatica. Outro fato relevante foi o efeito negativo da adi¢ao
de Roscovitina juntamente com IGF-I, quando usado sem a presenca do CY.

Durante o processo de tradu¢do do RNAm citoplasmatico, varias adenosinas sio
integradas a regido final 3’ ndo traduzivel. Esse aumento de bases faz com que ocorra a tradugao
(Vassalli and Stutz 1995), porém a falta de um grupamento hidroxila na estrutura do CY impede
que esse processo ocorra devido a descontinuidade no agrupamento das bases. Esse bloqueio agiu
positivamente quando utilizado durante o periodo de 12 horas e foi 0 que manteve os odcitos em
parada meiodtica, com retomada de meiose ¢ avango até MII de quase 80% e produgdo de
blastocisto semelhante ao grupo controle mesmo com um maior tempo de cultivo. A producao de

proteinas ¢ essencial nas oito primeiras horas de maturagdo para que ocorra a quebra da vesicula
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germinativa (Lonergan et al. 1997), isso explica a parada meiotica por 12 horas demonstrada no
Experimento 1. O motivo para a retomada da meiose apds esse tempo se deve provavelmente ao
padrdo de traducdo do RNAm, uma vez que o mecanismo da poli-A ndo ¢ aplicado a todos. O
envelhecimento ou o pouco tempo de maturagdo afetam negativamente a maturacao in vitro (Park
et al. 2005; Ward et al. 2002), isso explica os resultados obtidos nos outros grupos do
Experimento 1.

O cultivo por mais 18 horas apresentou menos danos ao o6citos quando comparado com a
de 24 horas. Dois fatos devem ser levados em conta neste resultado: um grande tempo em cultivo
desorganiza estruturas nuclear e citoplasmatica resultando em erros de pareamento dos
cromossomos ¢ queda na propor¢ao de fecundagdo (Hunter 1997; Long et al. 1994). Outro fato
relevante € que o uso de IGF-I durante esse periodo aumenta a transcri¢do (Sakaguchi et al. 2002)
e, somando-se a isso a acdo do CY no bloqueio da tradugdo, podem ter determinado grande
aumento na quantidade de pré-enzimas responsaveis pelo reinicio da meiose, acelerando o seu
reinicio e conclusao.

Outro fato positivo no uso do CY foi mostrado no Experimento 4, onde o seu uso em
conjunto com IGF-I e Roscovitina mantiveram as produgdes de blastocisto na mesma proporgao
que o grupo controle. O detalhe estd no uso isolado do Roscovitina atuando negativamente sobre
0 odcito. O uso isolado deste produto foi testado em outros estudos e os resultados foram
controversos (Adona and Leal 2004; Mermillod et al. 2000), em nosso laboratdrio, o efeito foi
negativo e somente revertido quando usado em conjunto com o CY. A opinido dos pesquisadores
¢ controversa também, mas provavelmente danos no citoesqueleto e na reorganizagdo na
cromatina na retomada meidtica sejam os principais efeitos (Hunter 1997; Long et al. 1994). Um
detalhe que chama ateng¢do no bloqueio da tradugdo ¢ uma diminui¢do nas taxas de clivagem,

porém com manuten¢do dos indices de produgdo embriondria tendo uma tendéncia de ser maior
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que o grupo controle se calculada as taxas de blastocistos sobre os oocitos clivados.
Provavelmente esteja havendo uma melhora na maturacdo citoplasmatica, pois apesar de haver
uma baixa clivagem (50%), a producdo de embrides desses clivados ¢ alta (quase 70%)
comparando-se com o grupo controle onde dos quase 90% clivados apenas 56,8% chegam a
blastocisto. Esse fato levou a realizagdo do quinto experimento, onde diferentes concentragdes de
bloqueadores foram usadas. Mesmo nao obtendo nenhum resultado positivo o padrdo do efeito
dos bloqueadores se manteve, somente caindo quando usados em concentragdes mais baixas
diminuindo as suas agdes levando a essa queda. As células do cumulus tém importante funcao
durante a maturacdo do odcito (Sutton et al. 2003), as constantes trocas entre eles facilitam a
maturagdo e preparagdo do gameta para a fecundacdo. A a¢do do CY pode afetar as células do
cumulus, uma vez que elas ndo possuem a capacidade de acimulo do odcito e todo o material
transcrito ¢ imediatamente usado. Essa ndo expansdo pode ser um dos varios motivos para a
baixa taxa de clivagem, pois in vivo o o6cito ¢ desnudo durante ou logo apds a ovulagdo,
significando uma interagdo mais rapida com a zona pelucida. Outro fator importante para essa
baixa clivagem ¢ o tempo de cultivo, Ward (2002) obteve menores taxas de clivagem quando os
odcitos eram submetidos a 32 horas de maturagdo, porém a producao de blastocistos foi a mesma
do grupo com 16 horas de maturagdo, mas inferior ao grupo com 24 horas. Esse fato pode ser
explicado pela desorganizagdo dos granulos corticais e do material genético. Em nosso estudo o
tempo de 30 horas de cultivo ndo afetou a producdo de blastocisto, mostrando mais um efeito
positivo do CY associado ao IGF-I.

No ultimo experimento, foi avaliado o efeito do CY na estrutura do oocito através de
MET. O inibidor parece nao afetar de maneira imediata, como mostram as fotos do grupo zero
hora (Figura 5). Porém uma exposi¢cdo maior parece ter um efeito positivo, pois o tratamento 12

horas mostrou a presenga de RER (o que pode indicar uma maior produ¢do de proteinas; figura
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6), mudancas nas formas das mitocondrias indicando um aumento na sua fosforilacdo oxidativa
(Bereiter-Hahn and Voth 1994) e a ndo condensagdo do material genético, o que sugere a
continuidade da transcri¢do. Essas observagdes evidenciam uma melhora em alguns aspectos da
organizagdo ¢ maturagdo do citoplasma. Um fato relevante na avaliacdo desse grupo (12 horas em
inibi¢do) foram as caracteristicas encontradas, sendo elas positivas como a presenga de organelas
de odcitos maturos, ou negativas como a nao expansao das células do cumulus (Picton et al.
1998). Outro fato a salientar ¢ que os odcitos mantidos em CY por 30 ou 36 horas em cultivo
apresentaram caracteristicas morfologicas de odcitos maturados apenas por 24 horas, esse
resultado foi observado somente em odcitos que ndo apresentaram retracdo citoplasmatica
(Figura 7). Em conclusdo o melhor tempo de cultivo em CY ¢é o de 12 horas, com posterior
cultivo sem CY por mais 18 horas. Essa exposi¢ao temporaria de oocitos bovinos ao Cordicepim,
bloqueador da tradu¢do do RNAm, associado ao IGF-I, durante a maturagdo in vitro, permite um
aumento no tempo de cultivo, sem afetar a ultra-estrutura citoplasmatica do odcito e sem afetar os

indices de desenvolvimento embrionario, associado ao Roscovitina ou ndo.
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Figura 2 - Porcentagem de o6citos maturos apods diferentes tempos de cultivo em meio

suplementado ou ndo com Cordicepim. Os nomes (12C e 24C) indicam o tempo em
inibi¢do ¢ 12M e 24M indicam o tempo de cultivo sem inibidor. Valores sdo
estatisticamente diferentes (P<0,05) quando indicados com letras sobrescritas
diferentes .
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controle 18h 24h
Grupos

Porcentagem de odcitos maturos, mantidos em meio com Cordicepim por 12 horas e
posterior cultivo em meio livre de inibidor por 18 ou 24 horas. O grupo controle foi
cultivado por 24 horas em meio sem Cordicepim. Nao houve diferenga estatistica entre
os grupos (P>0,05).
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Figura 4 - Porcentagem de Blastocistos nos diferentes tratamentos e grupo controle (24 horas de
maturagdo). Grupo 12+18h indica 12 horas de cultivo em inibi¢ao seguidos de 18
horas de cultivo livre de Cordicepim (CY); grupo 12+24h indica 12 horas de cultivo
em inibicdo seguidos de 24 horas de cultivo sem CY. Valores sdo estatisticamente
diferentes quando designados com um “*” (p<0,05).
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Figura 5 - Corte representativo avaliado por microscopia eletronica de transmissdao de o6citos
puncionados utilizando meio com (esquerda) e sem (direita) Cordicepim (CY).
Estruturas caracteristicas de oocitos imaturos nas duas fotos, indicam auséncia de
toxicidade do CY. ZonaPelucida (ZP); Vesicula Germinativa (VG), Mitocondria (M);
Vesiculas (V); Granulos corticais (GC); Espacgo Perivitelinico (SPV).
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b

' e ._a;,:zi R ONT @ 1 2
- Microscopia eletronica de transmissao de o6citos mantidos por 12 horas em meio com
Cordycepen e IGF-I. Presenca de estruturas caracteristicas de odcitos maturos como o
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e mitocondria polimorfa (MP). Presenca
também de caracteristicas de oocitos imaturos como granulos corticais em cachos e
espago perivitelinico reduzido. Zona Pelucida (ZP), Granulos Corticais (GC), Reticulo
Endoplasmatico Rugoso (RER), Espaco Perivitelinico (SPV), Vesicula (V),

Mitocondria (M), Mitocondria Polimorfa (MP).
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de Cordicepim seguido de 18 ou 24 horas de maturagdo em meio livre de inibidor
(painel superior) ou maturagdo por 24 horas sem inibidor no meio (painel inferior).
Associagdes entre vesiculas Mitocondrias (M) e Reticulo Endoplasmatico Liso (REL)
em aspecto de teia ou malha.



Figura 8 - A) Odcitos com retragdo de citoplasma (quadrante superior direito) ou integro
(quadrante inferior esquerdo). Células do cumulus compactas (G), visualizagdo da
zona pelucida (ZP). B) Presenca da Vesicula Germinativa (VG), citoplasma integro
com caracteristicas de odcito viavel. C) O6cito com retragdo do citoplasma. D)
Presenca do Corpusculo polar (CP) e expansado das células do cumulus (G).
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Tabela 1- Produgéo de blastocisto apos diferentes tratamentos no meio de maturagdo. O
tratamento Ros indica a presenca de Roscovitina e IGF-I no meio, enquanto o
tratamento Ros+CY indica a presenca de Roscovitina e Cordicepim mais IGF-I. Grupo
controle sem adi¢ao de inibidores e grupo DMSO para testar a toxicidade do DMSO.

Obcito Clivagem Blastocisto/odcito Blastocisto/
Tratamento Clivagem
n n % n % (%)
Controle 51 44 86,3% 25 49,0 56,8%
DMSO 53 48 90,6 19 35,8% 39,6%
Ros 42 30 71,4% 7 16,7° 23,3¢
Ros+CY 53 29 54,7 20 37,7° 69,0°

Numeros na coluna com diferentes sobrescritos diferem estatisticamente (p<0,05).

Tabela 2 - Efeito de diferentes concentragdes de Ros e CY no meio de maturag@o sobre a
producao de blastocisto. Os nomes dos tratamentos indicam o produto usado e
os numeros a concentracdo. Ros indica a presen¢a de Roscovitina, enquanto
CY indica Cordicepim. As concentragdes de cada produto vem logo apds a
sua sigla e esta em uM/ml para o Ros e em pg/ml para o CY.

Obcito Clivagem Blastocisto/odcito Blastocisto/
Tratamento Clivagem
n n % n % (%)
Controle 77 60 77,9% 28 36,4% 46,7°
R0s25/CY20 66 39 59.1° 15 22,7% 38,5°
Ros25/CY10 94 56 59,4° 20 21,9% 35,7°
Ros12,5/CY20 50 22 440° 7 14,0° 31,8%
Ros12,5/CY10 48 29 60,7° 4 8,3° 13,9°

Numeros na coluna com diferentes sobrescrito, sdo diferentes estatisticamente (p<0,05).
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